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(54) Bezeichnung: METALLHALTIGE RIBONUKLEOTIDPOLYPEPTIDE 
(57) Abstract 



Bioactive copper-, zinc- or calcium-containing ribonucleopolypeptides (RNP) are disclosed. They are non-mitogenic morphogenetic 
agents for blood vessels and have a defined primary structure for intercellular communication containing genetic information. Zn/Ca/Cu- 
RNP may enzymatically hydrolyse nucleic acids in a controlled manner (controlled nuclease activity) and their bioactivity may be mutually 
modulated and controlled by means of their Zn/Ca/Cu metal ion content, that acts as a "molecular switch". These compounds selectively 
stimulate directional growth or morphogenesis of blood vessels in vivo and in vitro and cause neovascularisation of tissues. Also disclosed 
are a process for preparing and extracting RNP, their use and medicaments. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft bioaktive kupfer-, zink- oder calciumhaltige Ribonukleopolypcptide (RNP). Diese sind nichtmitogene 
Morphogcne fur BlutgefaBc von definierter Primarstruktur zur interzellularen Kommunikation mit genetischer Information. Zn/Ca/Cu- 
RNP kOnnen cnzymatisch Nukleinsauren reguliert hydrolysiercn (regulierte Nukleaseaktivitat) und Uber Zn/Ca/Cu-Metallioncngchalte 
als "molekulare Schalter" in ihrer gegenseitigen Bioaktivitat moduliert und reguliert werdcn. Die Verbindungen regen selektiv das 
Richtungswachstum bzw. die Morphogenesc von BIutgefUBcn in vivo und in vitro an und fQhren zu cincr Neovaskularisierung von 
Gcwcben. Die Ei^ndung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung und Gewinnung der RNP sowie ihre Verwendung und Arzneimittel. 
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Metallhaltige 
Ribonukleotidpolypeptide 

Die vorliegende Erfindung betrifft metallhaltige Ri- 
bonukleotidpolypeptide (RNP) sowie ein Verfahren zu 
deren Herstellung, deren Verwendung und Arzneimittel , 
die Ribonukleotidpolypeptide bzw. Antikorper gegen 
Ribonukleotidpolypeptide und/oder deren molekularbio- 
logische Aquivalenzstrukturen und/oder Telle und/oder 
Derivate enthalten. 

Die Gewebehomeostase des Korpers, seiner Organe und 
Gewebe ist abhangig von Regulationsmechanismen der 
Angiogenese (Lateral- und Richtungswachstum der Blut- 
gefafikapillaren) . sie beeinf luBt sowohl die Gewebere- 
paratur und Wundheilung, Gewebeneubildung in der Em- 
bryogenese und den Reproduktionszyklen als auch das 
Anwachsen, die Riickbildung und die Zerstorung von 
Tumoren, Transplantanten und gef aBversorgten und ge- 
faBfreien Geweben. 
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Bisher wurden noch keine nichtinitogenen Mediatoren 
gefunden, xnit denen eine Beeinf liissung der Gewebeho- 
meostase mbglich ist, d.h. Induktion und Regulierung 
des Gef aBwachstums . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, 
einen nichtmitogenen Mediator der Gewebehomeostase 
bereitzustellen , mit dem vorrangig die Geweberepara- 
tur, Wundheilung, Angiogenese und Neovaskularis ierung 
beeinfluBt werden kann . Aufgabe der Erfindung ist 
weiter die Bereitstel lung eines Verfahrens zur Her- 
stellung der nichtmitogenen Mediatoren sowie eines 
Arzneimittels , das diesen nichtmitogenen Mediator 
enthalt . 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein bioaktives Ribo- 
nukleotidpolypept id gema5 Patentanspruch 1, durch ein 
Verfahren geina/B. Patentanspruch 5 bzw. 26, durch ein 
Arzneimittel gemaB Patentanspruch 28 oder 29 sowie 
durch die Verwendung gemaB Patentanspruch 30 oder 31. 

Von den Erfindern wurde gefunden, daB es nichtmitoge- 
ne zellulare Mediatoren auf Nukleinsaurebasis mit 
definierter Sequenz gibt, die spezifisch die Bildung 
von BlutgefaBen in vivo und in vitro verursachen kon- 
nen und biologisch spezifische, natiirlich wirkende 
nichtmitogene Mediatoren der Angiogenese bzw. des 
Rich tungswachs turns von Blutgef aBsprossen darstellen . 

Die von den Erfindern erstmals nachgewiesene neue 
Klasse zellularer Morphogene fur Endothelzellen liegt 
in Form bioaktiver Metall-Ribonukleot idpeptide (RNP) 
vor. Das Metall kann vorzugsweise Calcium, Kupfer 
Oder Zink sein. 
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Im RNA-Teil enthalten sie unter anderem folgende Se- 
quenz der Nukleotide oder Teile oder Derivate davon: 

AAAGAGAAAGCUGCUCCGAAGNCAG 

Im Proteinteil enthalten Sie unter anderem die fol- 
gende Proteinsequenz : 

NH,-TKLEDHLEGIINIFHQYSVRLG 
HYDTLIKRELKQLITKELPNTLKN 
TKDQGTIDKIFQNLDANQDEQVSF 
KEFVVLVTDVLITAHDNIHKE-COOH 

Erf indungsgemaS sollen die Sequenzen so verstanden 
werden, daB auch RNP darunter fallen, bei denen im 
RNA-Teil und/oder Proteinteil Austausche von NuJcleo- 
tiden und/oder Aminosauren gegenuber den oben gezeig- 
ten Sequenzen stattgef unden haben bzw. daB nur Teile 
der obigen Sequenzen vorhanden sind. 

Die Erfindung betrifft auch DNA, kodierend fur die 
oben genannten Aminosauren, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die nachfolgende DNA oder eine hiervon durch ein 
Oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, 



Reverse translated 1-91 

TECLEDHL £GIIN irHQYsvR 20 

LGHYDTLIKRSLKQLITKEL 40 
CTGGGCCACTATGACACCCTG5:rCAAGCGGGasCTG2iAGa^ 

PNTLKNTKDQGTIDKIFQNL 60 
CCCAACACCCTGSAGJACACCAAGGACCAGGGCACC^^ 

D ANQDZQVS FKS FVVLVT DV SO 
G^^jrGCCAACCAGGATGAGCAGGTGTCCTTCaAC^^ 

LITAHDNIHKS 51 
CTGATCACAGCCCATGACAACATCCACJAGGAG 
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Oder 



(b) sine mit der DNA von (a) hydridisierende DNA, 
Oder 



eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den dege- 
nerierten genetischen Code verwandte DNA. 



Die im RNA-Teil enthaltenen Nukleotide wurde in DNA 
iibersetzt : 

i«A / DKA. 

AAAGACAAASCNGCMCCGAAGNCAG 
CTCifCTTCGGNGCNGCrTTCTCTTT 



Die erfindungsgemaBen RNP sind waiter durch folgende 
Eigenschaften gekennzeichnet : 



a) 



biologische Wirkungen in vitro und in vivo: 
zellselektive morphogene Wirkung in vitro auf 
isolierte, primare und/oder klonierte Blutkapil- 
larendothelzellen in Kultur zur nichtmitogenen 
Induktion der Anderung des Zellphanotyps aus dem 
konfluenten Zustand, zur nichtmitogenen Anderung 
und Erhohung der Zellwanderungsf ahigkeit und zur 
nichtmitogenen Anderung der spatiotemporalen 
suprazellularen Organisation der Zellen zu drei- 
dimensionalen organoiden, kapillarahnlichen 
Strukturen in Kultur; 

spezifische chemotropische Wirkung auf Blutgefa- 
Be in vivo; 

Induktion eines Richtungswachstums ( Chemotropis- 
mus) von BlutgefaBen in vivo; 
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• wahrend des Sprossungsstadiums in vivo haben die 
Spitzen der wachsenden Kapillaren erhohte Per- 
xneabilitat ; 

• Induktion einer Neovaskularisierung von Geweben 
durch gerichtetes Einwachsen von Blutgef ai^en ; 

• LD50 nicht bestiinmbar , da keine lethalen Wirkun- 
gen; 

• keine Mobilisierung adulter oder juveniler Leu- 
kozyten (keine Leukozytose- oder Linksverschie- 
bungsreaktionen) in vivo; 

• keine direkte Aktivitat auf glatte Muskulatur in 
vitro ; 

• keine spasmogene Aktivitat auf glatte Muskulatur 
in vitro; 

• keine spasmogene Aktivitat auf gestreifte Musku- 
latur in vitro; 

• keine endotoxingleichen oder -ahnlichen Wirkun- 
gen in vivo und in vitro; 

• keine chemische Anlockung (Chemotaxis) von Leu- 
kozyten in vitro; 

• keine positive oder negative chemokinetische 
Wirkung auf Leukozyten in vitro; 

• keine phagozytosestimulierende Wirkung auf Leu- 
kozyten in vitro; 

• keine ers ichtlichen Schock- oder andere syste- 
misch abtraglichen Wirkungen vom Soforttyp oder 
protrahierten Typ im Gesamtorganismus in vivo; 

• keine Lysewirkungen auf Erythrozyten , Thrombozy- 
ten, Leukozyten, Endothelzellen und Fibroblasten 
in vitro; 

• keine signifikante pyrogene Wirkung in vivo; 

• keine direkte Kapillarperineabilitatserhohung im 
Hauttest in vivo; 

• keine mitogene Wirkung auf Leukozyten, Fibrobla- 
sten und Endothelzellen in vitro; 
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Zn/Cu/Ca-RNP konnen regulierte und selektive 
Nukleasewirkung entfalten und liber Zn/Cu/Ca-Me- 
tallionengehaltG als "molekulare Schalter" in 
ihrer gegenseitigen Bioaktivitat moduliert und 
reguliert warden. 



bl phvsikal isch-chemische und chernisch-strukturelle 
Eiaenschaf ten : 

• typische Eigenschaf ten einer Ribonukleinsaure 
(RNA) im Komplex des RNP mit Polypeptid (Pro- 
tein) und Kupfer-, Zink- und Ca Iciumionen , 

• typische Proteineigenschaf ten und Proteinreak- 
tionen des Polypeptidteiles (Folin- und Biure- 
treaktion) im Komplex des RNP mit RNA und Kup- 
fer-, Zink- und Calciumionen , 

• Schmelzpunkt : etwa 2 00 °C ( Zers . unter Luf t- und 
Sauerstof f ausschluB) ; 

• bei der Hydrolyse von z,B. CuRNP im 5NHC1 , 150 
°C, 1 h wird das Kupferion freigesetzt und kann 
als gelbes, sich schwarzendes Kupf er-l-oxid ab- 
getrennt werden ; 

• sie konnen entstehen als zellulare Mediatoren; 

• elektrophoretische Wanderung bei pH 7,40 in 
Acrylamidmatrizen : anodisch oder als breite Ver- 
teilung iiber die ganze Laufstrecke (anomales 
hydrodynamisches Verhalten) ; 

• loslich in waBrigen Medien einschlieBl ich 20 % 
Athanol bei einem pH-Wert von mindestens 4,0 bis 
10; 

• konstanter Temperaturkoef f izient der Loslichkeit 
in Ammoniumsulf atlosungen zwischen -10 °C und 
+50 °C; 

• sie enthalten unter anderem die Aminosauren im 
Polypeptidteil des RNP: Alanin (A) , Asparagin- 
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saure (D) , Glutaminsaure (E) , Glycin (G) , Iso- 
leucin (I), Lysin (K) , Leucin (L) , Prolin (P) , 
Arginin (R) , Serin (S) , Theonin (T) , Valin (V) , 
Tyrosin (Y) ; 

• sie sind am 5''-Ende der Nukleotidsequenz im RNA- 
Teil des RNP durch einen Phosphatrest blockiert; 

• sie enthalten mindestens ein Kupferion im RNP- 
Komplex; 

• sie enthalten modifizierte Basen im RNA-Teil des 
RNP, von denen mindestens eine durch Isoguanosin 
reprasentiert werden kann; 

• Adsorptionsspektrum (UV, sichtbarer und naher 
IR-Bereich) nukleinsaurentypisch 

(^260 nm - ^280 nm) / 

• Molekularmasse des nativen RNP (Primarstruktur ) : 
etwa 40'000 Daltons (kleinstes gemeinsames Viel- 
f aches der RNP-Komponenten) ; 

• keine Proteinquartarstruktur im Proteinteil des 
RNP in Form physikalisch gebundener Peptidunter- 
einheiten, das native Protein besteht nur aus 
einer Pept ideinheit (kleinstes gemeinsames Viel- 
faches der RNP-Einheit) ; 

• loslich in einer Ammoniumsulf at losung bei einer 
Sattigung von 90 % (3,6 mol/1); 

• sie verhalten sich hydrodynamisch anormal, so 
daB das hydrodynamische Equivalent der Moleku- 
larmasse etwa 20-fach kleiner erscheint als die 
wirkliche Molekularmasse der Komponenten in Form 
des kleinsten gemeinsamen Vielfachen der Kompo- 
nenten, soweit bestimmbar durch gelchromatogra- 
phische, elektrophoretische und Membranmethoden ; 

• sie permeieren deshalb durch Membranen mit einer 
nominalen Riickhaltgrenze von > 1000 Dalton; 

• sie adsorbieren reversibel in Struktur und bio- 
logischer Aktivitat an Anionen- und Kationentau- 
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schern, Calciumphosphatgel und Hydroxylapatit 
und konnen nativ der Volumenverteilungschromato- 
graphie unterworfen werden. 

Die bioaktiven RNP der Erfindung sind zellulare Ent- 
zundungs- und Wundheilungsmediatoren mit topobioche- 
misch und biologisch spezifischer Wirkung. Ihre bio- 
logische Aufgabe ist die Induzierung und Regulierung 
des nichtroitogenen Gef aBrichtungswachstums . Dies kann 
zur Neovaskularisierung von Gewebe fuhren. Sie ent- 
stehen in vitro bei der Kultur von Leukozyten oder in 
vivo bei der Ansammlung von Leukozyten am Entziind- 
ungsort neben einer Vielzahl anderer Hormone und Me- 
diatoren . 

Die erfindungsgemaiS hergestellten und gewonnenen bio- 
aktiven RNP-Morphogene stellen wertvolle korpereigene 
Wirkstoffe dar. Sie konnen beispielsweise zur Beein- 
flussung des vaskularen Status von Geweben (z.B. 
Herzmuskelgewebe, Skelettmuskelgewebe, Lunge, Wund- 
heilung, Reproduktionszyklen , Embryogenese und Trans- 
plantationen) verwendet werden. Eine weitere Verwen- 
dungsmoglichkeit ist die Herstellung von Hemmstoffen 
der unerwiinschten Angiogenese und Neovaskularisierung 
von Geweben bei pathologischen Erscheinungen bei der 
Tuberkulose, Diabetes, Tumoren, Reproduktionszyklen 
und Gewebetransplantationen. Als parakrin wirkende 
Mediatoren konnen sie genetische Inf ormationen von 
Zelle zu Zelle iibertragen ("shutteln") . sie konnen 
damit auch in der Genbiotechnik zur Ubertragung gene- 
tischer Information mit einem optimierten Nukleinsau- 
renanteil ( "horizontaler Transfer") und mit enzymati- 
schen Wirkungen (Nukleaseaktivitat) zur BeeinfluSung 
des Nukleinsauregehaltes und der zellularen Funktio- 
nen (z.B. Dif f erenzierung) angewendet werden. 
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Die bioaktiven RNP-Morphogene der Erfindung konnen 
einzeln oder als Gemisch in Form ublicher Arzneimit- 
tel lokal bei Saugern^ z.B. Menschen, in einer Menge 
von > 1 fmol in Konzentration > 10 pmol/l gegeben 
warden. Die Schwellendosis der Wirksamkeit in vivo 
betragt > 50 fmol, vorzugsweise 2,5 fmol. Diese Arz- 
neimittel eignen sich zur spezifischen Beeinf lussung 
der Angiomorphogenese und des vaskularen Zustandes 
eines Gewebes des Korpers eines Saugers. Diese Arz- 
neimittel konnen zur Erfullung der gleichen Aufgaben 
auch mindestens ein anti-RNP-Immunglobulin und/oder 
molekularbiologische Aquivalenzstrukturen enthalten. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur 
Herstellung und Gewinnung der bioaktiven RNP-Morpho- 
gene der Zellen des ret ikulo-endothelialen Systems, 
der Leukozyten und des Entziindungsgewebes , das da- 
durch gekennzeichnet ist, daB man die Zellen, z.B. 
Leukozyten oder Entzundungsgewebe homogenisiert oder 
Leukozyten kultiviert und die entstandenen RNP-Mor- 
phogene aus den Homogenaten oder aus der uberstehen- 
den Kulturlosung gewinnt. 

Grundsatzlich ist es auch moglich, die Zellen, z.B. 
Leukozyten, auf Mediatoren direkt ohne Kultur aufzu- 
arbeiten . 

Die Kultur der Zellen (Leukozyten) kann grundsatzlich 
in jedem die Zellen (Leukozyten) erhaltenen Medium 
durchgefiihrt werden. 

Zur Kultur von Zellen, wie Leukozyten, wird den Kul- 
turmedien bei einer geplanten Dauer der Kultur iiber 1 
Stunde meist Serum, beispielsweise Kalbsserum oder 
Pferdeserum, zugesetzt, da die Serumbestandteile fiir 
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die Erhaltung der Lebensf unktionen der Zellen gvinstig 
sind. Wenn jedoch die serumhaltige Kulturlosung auf 
Proteins (Mediatoren) auf gearbeitet warden soli, die 
durch die Kultur erzeugt werden , bereitet die Gewin- 
nung der meist nur in geringen Konzentrationen ent- 
haltenen Produktproteine wegen der Vielzahl der aus 
dem Serum stammenden fremden Proteine groBe Schwie- 
rigkeiten. AuiSerdem kann dabei nicht iriit Sicherheit 
festgestellt werden, ob ein bestimmter Mediator humo- 
raler oder zellularen Ursprungs ist und von welcher 
Spezies er stammt; d.h. ob er ein Mediator der Spe- 
zies ist, deren Zellen kultiviert wurden , oder der 
Spezies, von der das verwendete (meist heterologe) 
Serum stammt. 

Das erfindungsgemaB bevorzugt verwendete vollsynthe- 
tische Zellkulturmedium enthalt die ublichen Stoff- 
gruppen, wie Salze, Zucker, Aminosauren, Nucleoside 
und Nucleosidbasen, Vitamine, Vitaminoide, Coenzyme 
und/oder Steroide in waBriger Losung. Es ist dadurch 
gekennzeichnet, da/5 es zusatzlich einen oder ein Ge- 
misch von mehreren Stoffen enthalt, die sich als be- 
sonders wertvoll fiir die Lebensf ahigkeit und das 
Wachstum der Leukozyten und ihre Fahigkeit zur Media- 
torproduktion erweisen. Zu diesen Stoffen gehoren 
ungesattigte Fettsauren, Flavonoide, Ubichinone, Vit- 
amin C und Mevalolacton . 

Das Zellkulturmedium wird zur langerdauernden Zell- 
oder Leukozytenkultur vorzugsweise ohne Zusatz von 
Serum verwendet. Statt dessen erhalt es mindestens 
ein definiertes Protein, das in einer besonders be- 
vorzugten Ausf uhrungsf orm hochreines, molekular ein- 
heitliches Serumalbumin ist. 



ERSATZBUTT(REGEL 26) 



wo 97/04007 




PCT/DE96/01337 



11 

In weiteren bevorzugten Ausf lihrungsf ormen kann das 
erf indungsgemaB verwendete , vol Isynthetische serum- 
freie Zellkulturmedium noch weitere, fiir die Kultur 
von Leukozyten gunstige Verbindungen aus den Stoff- 
klassen der Polyhydroxyverbindungen und Zucker, Ami- 
nosauren. Nucleoside, anionischen Verbindungen 
und/oder Vitamine, deren Verwendung in den bekannten 
Kulturmedien nicht iiblich ist, enthalten. Die Be- 
standteile des erf indungsgemaB verwendeten Mediums 
sind in ihren Mengenverha Itnissen so aufeinander ab- 
gestellt, daB die Konzentrat ion der Komponenten im 
Medium weitgehend den natiirlichen Konzentrat ionsbe- 
reichen des Plasmas angepaBt sind; vgl. Ciby-Geigy AG 
(Herausgeber ) (1969) in Documenta Geigy, Wissen- 
schaftliche Tabellen, 7. Auflage Geigy S.A., Basel. 

Vorzugsweise ist das Zellkulturmedium frei von Tensi- 
den, Schwermetallsalzen und Farbstoffen, die die Zel- 
len schadigen und die Gewinnung der gewiinschten Zell- 
produkte aus der Kulturlosung storen konnen. 

Besonders bevorzugt ist fiir die Kultur der Zellen/- 
Leukozyten im Verfahren der Erfindung des Zellkultur- 
medium mit der in nachstehender Tabelle 1 angegebenen 
Zusammensetzung . 

Zur Herstellung des Mediums wird Wasser mit der ATM- 
1-Qualitat verwendet; vgl. ASTM D-1193-70 Standard- 
Specification for Reagent Water 1970; Annual Book of 
ASTM-Standards , Easton Maryland, ASTM 1970. Es ist 
dariiber hinaus von moglichen Endotoxin-Kontaminatio- 
nen durch Ultrafiltration an tensidfreien Membranen 
mit der AusschluBgrenze von 10000 Daltons befreit. 
Das fertige Medium wird f iltersterilisiert an tensid- 
freien Membranen mit < 0,2 PorengroBe, 
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Tabelle 1 



Nr. 



Komponente 



1 KCl 

2 KH2PO4 

3 NaCl 

4 Na2HP04 

5 Na2S04 

6 L-Ascorbinsaure 

7 Cholinchlorid 

8 2-Desoxy-D-ribose 

9 D-Galctose 

10 D-Glucose 

11 D-Glucurono-7-1 acton 

12 Glycerin 

13 Tuyo-Inosit 

14 Na-Acetat 

15 Na-Citrat 

16 Na-Pyruvat 

17 D-Ribose 

18 Bernsteinsaure 

19 Xylit 

20 D-Xylose 
21 CaCl-, 

22 MgClo 
2 3 NaHC03 

2 4 Humanes Serumalbumin 

25 Penicilin 

26 Streptoinycin 

27 L-Glutamin 

28 L-Alanin 

29 L-Asparagin 

3 0 L-Asparaginsaure 



mol/1 



5 , 0 m 
0,2 m 
120 , 0 m 
0 , 8 m 
0,8 m 
0,2 m 
50 , 0 M 
5,0 M 
0,5 m 
5 , 0 m 
0 , 1 m 
50, 0 M 
0 , 5 m 
0,2 m 
50, 0 M 

0 , 1 
20, 0 M 

0. 1 m 
10,0 M 
20,0 M 

2 , 0 lu 

1, 0 m 
10, 0 m 

7,7 M 
1,0 M 
2,0 M 
1 , 0 m 
0,2 m 
0,1m 
0 , 1 m 
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Nr. 


Komponente 


mol/l 


31 


L-Glutan^insaure 


0, 1 m 


32 


Glycin 


0,2 m 


33 


L-Prolin 


0, 1 m 


34 


2L-Serin 


0, 1 m 


35 


L-Arginin 


0, 1 m 


36 


4 -Aininobenzoesaure 


2,0 M 


37 


L-Cystein 


0,2 m 


38 


L-Histidin 


0, 1 m 


39 


L-Hydroxyprolin 


10,0 fJL 


40 


L-Isoleucin 


0,2 m 


41 


L-Leucin 


0, 2 m 


42 


L-L.ysin-HCl 


0,2 in 


43 


L-Methionin 


0, 1 m 


44 


L-Ornithin 


50,0 M 


45 


L-Phenylalanin 


0, 1 m 


46 


Sarcosin 


50, 0 /i 


47 


Taur in 


0, 1 m 


48 


L-Threonin 


0,2 IB 


49 


L-Trypthophan 


50,0 M 


50 


L-Tyrosin 


0, 1 m 


51 


1-Valin 


0,2 in 


52 


Glutathion reduz iert 


3,0 M 


53 


Carnosin 


5, 0 


54 


Mevalolacton 


5,0 m 


55 


Adenin 


50,0 M 


56 


Adenosin 


50, 0 M 


57 


Citidin 


50 , 0 M 


58 


Guanin 


5,0 M 


59 


Guanosin 


20,5 m 


60 


Hypoxanthin 


5,0 M 


61 


5 -Methyl cyt OS in 


5,0m 
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Nr. Komponente 

62 Thymidin 

63 Thymin 

64 Uracil 

65 Uridin 

66 Xanthin 

67 Biotin 

6 8 C-Ca-pantothenat 

69 Ergocalcif erol 

70 D, L-Carnitin 

71 Folsaure 

72 D, L-a-Liponsaure 

73 Menadion 

7 4 Nicotinsaureamid 

75 Pyridoxal-HCl 

76 Pyridoxin-HCl 

77 Riboflavin 
7 8 Rutin 

79 Thiaiuin-HCl 

80 D, L-a-Tocophery lacetat 

81 Vitamin- A-acetat 

82 Vitamin K 

83 Vitamin 

84 Vitamin U^- 

85 Chelesterin 

86 Coenzym-Qio 

87 Linolsaure 

88 Linolensaure 

89 Olsaure 

90 Athanol 

91 pH 7 , 10 

92 Concanavalin A 



mol/1 



20,0 m 

5,0 M 

5,0 M 

20 , 0 M 

5,0 M 

5,0 
0,5 M 
50,0 m 
5,0 fi 
2,0 M 
0,2 M 
20,0 m 
5,0 M 
2,0 M 
1,0 M 
5,0 M 
5,0 M 
1,0 M 
1,0 M 
0,2 M 
0,5 M 
1,0 M 
1,0 M 

0. 1 M 
1,0 M 
5,0 M 
5,0 M 

1 , 0 m 

50 , 0 n 
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Je nach der Art der gewiinschten Produkte warden ent- 
weder gemischte Zell-/Leuko2ytenpopulationen Oder 
einzelne Zell-/Leuko2yt:enart:en kultiviert. Die Her- 
stellung und Kultur der Zellen bzw. Leukozyten muB 
unter sterilen Bedingungen erfolgen. Die Kultur wird 
ausreichend lange Zeit durchgef uhrt , um eine befrie- 
digende Mediatorausbeute zu erhalten. Hierftir hat 
sich eine Dauer von etwa 10 bis 50 Stunden als geeig- 
net erwiesen. Bei kurzeren Zeiten ist die Mediator- 
ausbeute zu gering, so da5 das Verfahren unwirt- 
schaftlich ist. Bei einer Kulturdauer uber etwa 50 
Stunden ist andererseits das Medium erschopft und die 
Zellen beginnen abzusterben, so da5 eine Erhohung der 
Ausbeute nicht mehr zu erwarten ist. 

Die Kultur der Zellen bzw. Leukozyten wird bei einer 
Temperatur von etwa 30 bis 42 °C, vorzugsweise von 
etwa 37 °C durchgef uhrt . Bei niedrigeren Temperaturen 
ist der KulturprozeB unbef r iedigend , wahrend bei Tem- 
peraturen liber 4 2 °C die Zellen bzw, Leukozyten ge- 
schadigt werden. 

Die Kultur wird mit einer Konzentration von etwa 10^ 
bis 5 X 10^ Zellen/ml, vorzugsweise bis zu 10*^ bis 10^ 
Zellen/ml durchgef uhrt . Bei niedrigeren Zellkonzen- 
trationen ist die Ausbeute pro Volumeneinheit der 
Kulturlosung zu gering. Das Verfahren wird infolge zu 
groBer Kulturvolumina unwirtschaf t lich . Bei Zellkon- 
zentration liber 5 x 10^ Zellen/ml tritt sehr rasch 
Verarmung des Mediums an Nahrungsstof f en auf . 

Die Kultur kann an der Atmosphare durchgef lihrt wer- 
den. Vorzugsweise wird liber die Kultur ein erhohter 
Kohlendioxidparitaldruck aufrecht erhalten, der bis 
etwa 10 Vol%, insbesondere bis etwa 2 Vol% reichen 
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kann . Von groBer Bedeutung isr die Sauerstof f versor- 
gung der Kultur. Sie kann beispieisweise durch Ein- 
leiten von Luft sichergestellt werden. Um eine Kon- 
taminierung der Kultur zu vermeiden, ist die zuge- 
fuhrte Luft vorzugsweise sterilisiert und hitzedekon- 
taminiert, d.h. von Endotoxinen und anderen organi- 
schen Bestandteilen befreit. Die Losung kann wahrend 
der Kultur geruhrt oder geschiittelt werden. Als Zell- 
stimulans wird vorzugsweise ein Lektin, vorzugsweise 
aus Canavalia ensiformis (Con A) eingesetzt* 

Zur Beendigung der Kultur werden die Zellen bzw. Leu- 
kozyten von der Kulturlosung abzentr if ugiert , die 
anschlieBend auf die entstandenen Mediatoren aufge- 
arbeitet wird. Um eine Schadigung der Zellen und da- 
init eine Verunreinigung der Kulturlosung durch Zell- 
bestandteile zu vermeiden, wird die Kultur bei ver- 
haltnismaBig niedriger Beschleunigung , d.h. etwa 300 
bis 400 X g, zentrif ugiert . Nach dem Abtrennen des 
GroBteils der Zellen vom Uberstand wird dieser zweck- 
maBigerweise bei hoherer Beschleunigung erneut zen- 
trifugiert, um restliche Schwebeteilchen zu entfer- 
nen . Die abgetrennten Zellen bzw, Leukozyten konnen 
entweder erneut kultiviert, kryopraserviert oder ei- 
ner anderen Verwendung zugefuhrt werden. 

AuBer durch Kultur von Leukozyten konnen die bioakti- 
ven RNP-Morphogene der Erfindung auch aus Entzun- 
dungsgewebe gewonnen werden- Dort entstehen sie durch 
die Ansammlung der Leukozyten infolge des durch die 
Gewebeschadigung ausgelosten Ent ziindungsprozesses . 
Das Entziindungsgewebe kann in iiblicher Weise gewonnen 
und fiir die Preparation der RNP verwendet werden. 
Dazu wird das Entziindungsgewebe in Pufferlosung ho- 
mogenisiert und die loslichen Bestandteile (Exsudat) 
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werden von den unloslichen Strukturbestandteilen des 
Gewebes getrennt. 

VorzugsweisG wird entziindetes infarziertes Herzmus- 
kelgewebe verwendet, welches durch Ligation des lin- 
ken vorderen absteigenden Astes der linken Koronarar- 
terie mittels einer transf emoralen Kathedertechnik 
wahrend 2 4 Stunden gebildet wird. Der Leukozyten ent- 
haltende, entziindete Herzmuskelteil wird bei 0 bis 4 
°C von nicht inf arktiertem , gesunden Gewebe abge- 
trennt . 

Fiir die Isolierung und Gewinnung des bioaktiven RNP 
der Erfindung ist die Aufarbeitung eines sehr gro5en 
Kulturlosungsvolumens erf order lich . Zu Beginn des 
Reinigungsverf ahrens ist es deshalb aus praktischen 
Grunden notwendig, eine tnoglichst effektive Verminde- 
rung des zu behandelnden Volumens durchzuf uhren . Die 
Kulturlosung enthalt neben den geringen Mengen an 
erzeugten Substanzen, darunter hauptsachl ich Protei- 
ne, das Gemisch der Bestandteile des Mediums. Vor- 
teilhaf terweise wird deshalb im ersten Schritt der 
Reinigung eine Abtrennung der entstandenen Proteine 
von den Bestandteilen des Mediums und gleichzeitig 
von dem groBen Volumen der waBrigen Losung durchge- 
flihrt. Dies kann durch eine selektive Aussalzung der 
Proteine aus der Kulturlosung bewirkt werden, die 
beispielsweise durch Zugabe eines Sulfates oder Phos- 
phates erreicht wird. Nachstehend wird die Fallung 
der Proteine am Beispiel der Aussalzung durch Zugabe 
von Ammoniumsulf at zu der Kulturlosung beschrieben. 

Durch Sattigung der Kulturlosung mit Ammoniumsulf at 
wird der GroBteil der entstandenen Proteine zusammen 
mit gegebenenf alls enthaltenem Serumalbumin ausge- 
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fallt. Nach dem Abtrennen des Substanzn ieder schlags , 
beispielsweise durch Zentr if ugieren , kann dieser in 
der nachstehend beschr iebenen Weise in seine einzel- 
nen Koraponenten aufgetrennt und die enthaltenen bip- 
aktiven RNP gewonnen werden, Der erhaltene Uberstand 
enthalt neben den loslichen Bestandteilen des Mediums 
auch den in gesattigter Ammoniumsulf atlosung losli- 
chen Teil der Substanzen, unter denen sich auch ein 
Teil der bioaktiven RNP befindet. Der Uberstand wird 
konzentriert und die enthaltenen Substanzen werden 
daraus in der nachstehenden Weise gewonnen. Wenn die 
proteinhaltige Kulturlosung luit Ammoniuinsulf at bis 
zur Sattigung versetzt wird, fallt der gro3ere Teil 
der begleitenden Proteine aus. Auf diese Weise wird 
ein Proteingemisch erhalten, das aus einer Anzahl 
verschiedener Proteine besteht und dessen Trennung in 
die einzelnen Komponenten inf olgedessen muhsam ist. 
In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Verfahrens 
der Erfindung wird das in der Kulturlosung enthaltene 
Proteingemisch deshalb bereits in der Fallungsstuf e 
in mehrere Fraktionen aufgetrennt. Diese Auf trennung 
in mehrere Proteinf raktionen ist moglich, da die ein- 
zelnen Proteine bei verschiedenen Ammoniumsulf atkon- 
zentrationen ausgefallt werden. Vorzugsweise wird die 
Kulturlosung im Verfahren der Erfindung deshalb stu- 
fenweise mit Ammoniumsulf at bis zu bestimmten Satti- 
gungsgraden versetzt, wobei in jeder Fraktion der 
Teil der Proteine ausfallt, dessen Loslichkeitspro- 
dukt unterhalb des jeweiligen Satt igungsgrades liegt. 
Durch geeignete Wahl der Satt igungsgrenzen der ein- 
zelnen Fraktionen kann im Verfahren der Erfindung 
eine grobe Auftrennung in Gruppen von Proteinen be- 
reits bei der Fallung erzielt werden. 
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Beispielsveise wird die Kulturlosung zunachst bis zu 
einer Sattigung von 35 % mit Ammoniuinsulf at versetzt, 
Der erhaltene Proteinniederschlag wird abgetrennt. 
Danach wird der Satt igungsgrad der uberstehenden Lo- 
sung auf 45 % erhoht. Es bildet sich erneut ein Pro- 
teinniederschlag, der abgetrennt wird. AnschlieSend 
wird die uberstehende Losung auf einen Sattigungsgrad 
von 90 % eingestellt. Der dabei erhaltene Proteinnie- 
derschlag wird lebenfalls abgetrennt. Die uberstehen- 
de Losung dieser Fallung wird beispielsweise durch 
Entwasserungs-Dialyse oder Ultrafiltration konzen- 
triert . 

Die Salzfallung der Proteine wird ebenso wie die 
nachfolgende Reinigung vorzugsweise bei einer Tempe- 
ratur von etwa 0 bis 10 insbesondere etwa 0 bis 

4 °C durchgef iihrt . Die fiir die Reinigung verwendeten 
Losungen besitzen einen pH-V7ert zwischen 5 und 9, 
insbesondere zwischen 6 und 8. Urn eine pH-Konstanz 
der Losung zu erreichen, wird vor der Salzfallung 
vorzugsweise ein starker Puffer, z.B. 0,1 mol/l Phos- 
phatpuffer, zugesetzt. Zur Auf rechterhaltung des Re- 
doxpotentials der Proteine wird den Losungen vorzugs- 
weise Cystein in einer Menge von 0,001 mol/l zuge- 
setzt. Sterile Bedingungen fur die Proteinreinigung 
sind nicht erf orderlich , 

Die bei der Salzfallung erhaltenen Proteine konnen 
nach Auflosen in einem Proteine nicht schadigenden 
Medium direkt der nachstehend beschr iebenen Reinigung 
und Auftrennung zugefuhrt werden. Der Uberstand der 
letzten Fallungsstuf e wird konzentr iert , bei- 
spielsweise durch Entwasserungsdialyse oder Ultrafil- 
tration. Dabei werden alle Verbindungen mit einem 
Molekulargewicht von groBer als etwa 300 bis 500 Dal- 
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tons, d.h. auch die Protieine und Peptide dieser Frak- 
tion, als Retentat quantitativ erhalten. 



Die in der vorstehend beschr iebenen Stufe erhaltenen 
Proteinf raktionen enthalten die bioaktiven RNP der 
Erfindung im Gemisch mit zahlreichen Fremdpr oteinen 
(andere sezernierte Proteine gegebenenf alls Serumal- 
bumin und gegebenenf alls CON) . Die Fremproteine lie- 
gen in den Gemischen in weit iiberwiegender Menge vor. 
Durch eine Reihe von Reinigungsschritten miissen die 
bioaktiven RNP angereichert und von den Freiridprotei- 
nen soweit befreit werden, daB diese ihre molekulare 
biologische Spezifitat nicht mehr storen. Die bioak- 
tiven RNP selbst sind ebenfalls eine Stoffklasse, die 
in ihre einzelnen, spezifisch wirkenden Individuen 
aufgetrennt wird. 



Allgemein bestehen Reinigungsverf ahren fur EiweiBkor- 
per (Proteine) und andere Naturstoffe aus einer Se- 
quenz kombinierter Trennungsverf ahren , welche Mole- 
kulgroBen-, Ladungs-, Form-, Strukturstabil itats- und 
Molekliloberf la chenbeschaff enhe it sunt erschiede 
zwischen dem gesuchten Wirkstoff und den begleitenden 
Fremdstof f en zur Trennung ausnutzen. Dementsprechend 
konnen zahlreiche Kombinationen verschiedenster Tren- 
nungsverf ahren zur Reinigung eines Proteins erarbei- 
tet werden. Fur die Handhabungseigenschaf ten , techni- 
sche Ausf uhrbarkeit , Automat isierbarkeit und Wirt- 
schaf tlichkeit eines Reinigungsverf ahrens sowie fiir 
die Qualitat des gesuchten Naturproduktes ist deshalb 
nich allein die Art der verwendeten Trennungsschritte 
von Bedeutung, sondern insbesondere deren optimierte 
Gestaltung und deren sinnvolle Kombination in einer 
Reinigungssequenz innerhalb des Rahmens der Struktur- 
stabilitat und der anderen Strukturparameter des ge- 
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suchten Wirkstoffes. Das heiBt auch, da5 selbst die 
Benutzung gleicher oder ahnlicher Trennungsprinzipien 
(z •B. Molekularsiebf iltration , Dialyse, lonenaustau- 
schadsorption , usw.)/ aber in unterschiedlicher Kom- 
bination, fiir die Handhabungsf ahigkeit und Wirt- 
schaf tlichkeit des Reinigungsverf ahrens entscheidend 
sein konnen. In bestimmten Fallen ist die Benutzung 
Oder Unterlassung einer einzigen Technik (z.B. Hydro- 
xy lapatitchromatographie , Zonenprazipitationschroma- 
tographie, usw. ) an einer bestimmten Stelle der Rei- 
nigungssequenz , oder innerhalb einer begrenzten Teil- 
sequenz, von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Qua- 
litat des gesuchten Wirkstoffes sowie fur die 
Handhabungsf ahigkeit und die Wirtschaf tlichkeit sei- 
nes Reinigungsverf ahrens . Klar aufgezeigt werden die- 
se allgemeinen Zusammenhange und Grundprinzipien der 
Naturstof f reinigung beispielsweise an der allgemein 
bekannten Tatsache, daB in einem wirtschaf tlich ver- 
nunftigen und technisch handhabungsf ahigen Natur- 
stof f reinigungsverf ahren ein saulenchromatogra- 
phischer Reinigungsschr itt oder ein Lyophilisierungs- 
schritt nicht sinnvoll ist, bevor das Gesamtausgangs- 
volumen oder die Ausgangskonzentrat ion der begleiten- 
den Fremdbestandteile des Wirkstof f rohextraktes nicht 
auf mindestens 1/500 bis 1/1000 durch andere Verfah- 
rensschritte reduziert wurde. 

Fiir die Reinigung der einzelnen Proteinf raktionen 
bieten sich eine Mehrzahl von an sich einzeln in der 
Biochemie bekannten Reinigungsschr itten an. Beispiele 
fiir solche Reinigungsschr itte sind: Praparative und 
analytische Molekularsiebf iltration , Anionen- und 
Kationenaustauscherchromatographie , bzw . Eintopf ad- 
sorptions verf ahren , Chromatographie an Hydroxy lapa- 
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tit, Zonenpraz ipitationschroinatographie und Kreis- 
lauf - Oder Kaskadenmolekularsiebf iltration . 

Bereits durch einmalige Durchfuhrung eines der ge- . 
nannten Reinigungsverf ahren kann eine betrachtliche 
Menge an Begleitproteinen von den bioaktiven RNP ab- 
getrennt werden. Jedoch haften die in den Fraktionen 
enthaltenen Substanzen trotz ihres verschiedenen Mo- 
lekulargewichts haufig sehr stark aneinander. Sie 
werden beispielsweise in der Molekularsiebf i Itration 
durch das Bestehen nicht idealer Gleichgewichte bei 
Proteinpolyelektrolyten oft unvollstandig ent- 
sprechend ihrem Molekulargewicht getrennt- Es 
empfiehlt sich deshalb, mindestens zwei der genannten 
Trennverf ahren hintereinander durchzuf iihren , Vorzugs- 
weise werden die bioaktiven RNP enthaltenden Pro- 
teinf raktionen mindestens drei der genannten Reini- 
gungsschritte nacheinander unterzogen . 

Alle Kombinat ionen der erwahnten Trennschr itte sind 
Gegenstand des erf indungsgemaBen Verfahrens. Dabei 
gehort es zum Kenntnisstand des Fachmanns, daB be- 
stimmte Folgen von Trennschr itten weniger sinnvoll 
sind als andere Kombinat ionen . Beispielsweise ist dem 
Fachmann bewuBt, daB bei Durchfuhrung einer prapara- 
tiven Molekularsiebf iltration nach einer analytischen 
Molekularsiebf i Itration neben der unhandlichen Ver- 
fahrensweise auch ein schlechteres Gesamtergebnis in 
Bezug auf die Trennwirkung erhalten wird als bei um- 
gekehrter Reihenf olge . 

Die Molekularsiebf iltration bewirkt eine Auftrennung 
der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht . Da 
ein tiberwiegender Teil der begleitenden Fremdproteine 
ein anderes Molekulargewicht als die bioaktiven RNP 
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aufweist, kann ihre Abtrennung auf diese Weise er- 
reicht werden. Fiir die Trennung der Substanzen nach 
ihrem Molekulargewicht wird ein hydrophiles, in Was- 
ser quellendes Molekularsieb verwendet. Beispiele fiir 
geeignete Molekularsiebe sind mit Epichlorhydrin ver- 
netzte Dextrane (Sephadex) , mit Acrylamid vernetzte 
Agarosen (Ultrogele) und raumvernetzte Acrylamide 
(Biogele) , deren AuschluBgrenzen grower als die zur 
Auf trennung verwendeten Separat ionsgrenzen sind. 

Die Molekularsiebf iltration wird, falls mehrere 
Trennstufen zur Anwendung kommen, vorzugsweise als 
einer der Ersten durchgef uhrt . Je nach dein Langen- 
Durchmesser-Verhaltnis der verwendeten Saule und dem 
Teilchendurchmesser der Gelmatrix, welche die theore- 
tische Bodenzahl der Saule beeinf lussen , wird die Mo- 
lekularsiebf iltration als "praparativ" oder "analy- 
tisch" bezeichnet, Sie wird als "praparativ" bezeich- 
net, wenn die Chromatographie an Saulen mit einem 
Dimensionsverhaltnis Lange: Durchmesser bis 10:1 und 
einer Beladung von bis zu 1/3 des Sauleninhalts bzw. 
unter voller Ausnutzung des gesamten, matrizentypi- 
schen Separat ionsvolumens durchgefiihrt wird. "Analy— 
tisch" bedeutet ein Langen-Durchmesser-Verhaltnis 
iiber 10:1, vorzugsweise etwa 50:1, und eine Beladung 
bis maximal 3 % des Sauleninhaltes , auch bei HPLC- 
Versionen. 

Bei der praparativen Molekularsiebchromatographie 
werden Gelmatrizen mit moglichst groBer Teilchengro5e 
benutzt, urn schnelle Durchf luBraten der oft etwas 
viskosen Proteinlosungen bei moglichst niedrigen 
Drucken zu erzielen. Bei der analytischen Molekular- 
siebf iltration wird die TeilchengroBe der Gelmatrix 
so klein wie moglich gewahlt, urn eine maximale theo- 



ERSATZBLATT (REGEL 25) 



wo 97/04007 




PCT/DE96/01337 



24 

retische Eodenzahl der Saule bei technisch und si- 
cherheitsma5ig verwertbarem Druck und einer FluBge- 
schwindigkeit der mobilen Phase von 2 bis 4 cm/h zu 
erreichen. Diese Parameter sind von der Gelmatrix- 
struktur abhangig und von Gel zu Gel verschieden. 

Falls mehrere praparative Molekularsiebf i Itrationen 
nacheinander durchgefuhrt warden, kann die Separa- 
tionsgrenze abgestuft gewahlt werden, Daran anschlie- 
Bend kann eine analytische Molekularsiebf iltration 
mit entsprechend abgestuften Separat ionsgrenzen 
durchgefuhrt werden. Die AusschluBgrenze des verwen- 
deten Gels muB jedenfalls groBer als etwa 10000 Dal- 
tons sein, um eine Volumenvertei lung der RNP zwischen 
der stationaren Gelmatr ixphase und der mobilen wa5- 
rigen Pufferphase zu ermoglichen. 

Die "AusschluBgrenze" bezeichnet den hydrodynamischen 
Parameter eines gelosten Teilchens, welcher der Po- 
rengroBe der Gelmatrix entspricht, Teilchen init gro- 
Berem hydrodynamischen Parameter konnen nicht mehr in 
die Gelmatrix eindr ingen ( Volumenvertei lungskoeff i- 
zient Kq = O) . Die " Separat ionsgrenze" bezeichnet 
einen zur Trennung von gelosten Teilchen zweckmaBi- 
gerweise f estgesetzten hydrodynamischen Parameter, 
der zwischen einem Volumenverteilungskoef f izienten 
= O und = 1 liegt. 

Zur Molekularsiebf iltration werden die Substanzen 
gelost in einer die Substanzen nicht schadigenden 
Flussigkeit auf das Molekularsieb aufgebracht. Ein 
spezielleres Beispiel fur ein geeignetes Losungsmit- 
tel ist 0,003 mol/1 Natr iumkaliumphosphatlosung mit 
einem Gehalt von 0,3 mol/1 NaCl und 0.001 mol/1 Cy- 
stein und einem pH-Wert von 7,4. Nach der Filtration 
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werden die RNP enthaltenden Fraktionen in der nach- 
stehend beschriebenen Weise konzentr iert , und gegebe- 
nenfalls einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen. 

Die Anionenaustauscher fiir die Reinigung der Substan- 
zen eignen sich beispielsweise mit Epichlorhydrin 
vernetzte Dextran- (Sephadex) oder Zellulosematrizen, 
an welche funktionelle Gruppen mit Anionenaustau- 
scherkapazitat gekoppelt sind. Sie konnen nach Ver- 
wendung durch Regeneration wiederholt gebraucht wer- 
den. Bevorzugt wird ein in einer Pufferlosung vorge- 
quollener und aquilibrierter schwacher Anionenaustau- 
scher in der Cl'-Form, wie DEAE-Sephadex-A 50, ver- 
wendet und die Behandlung bei einem pH-Wert von 8 bis 
10 durchgefuhrt • Ein spezielles Beispiel flir eine 
solche Pufferlosung ist 0,01 mol/1 Tris-HCl, welche 
0,04 mol/l NaCl und 0,001 mol/1 Cystein enthalt und 
einen pH-Wert von 8,0 hat. 

Bei der Verwendung des Anionenaustauschers wird die 
Substanzf raktion einer solchen Menge Anionenaustau- 
scher zugesetzt, die zur vol Istandigen Adsorption der 
RNP und der positiv adsorbierenden Begleitproteine 
ausreicht. Ublicherweise genugen dazu zwei Volumen- 
teile gequollener Anionenaustauscher pro Volumen kon- 
zentrierter Proteinf raktion . Die Reaktion kann entwe- 
der als Chromatographieverf ahren oder als leichter 
handhabbares Eintopf adsorptions verf ahren gestaltet 
werden. Im Eintopf verf ahren wird die uberstehende 
Flussigkeit mit den negativ adsorbierten Proteinen 
von dem mit den positiv adsorbierten RNP und andere 
Substanzen beladenen Anionenaustauscher , beispiels- 
weise durch Filtrieren (in der Chromatographiesaule) , 
Dekantieren oder Zentrif ugieren ( im Eintopf verf ahren ) 
abgetrennt. Der beladene Anionenaustauscher wird 
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durch Waschen mit Wasser oder einer Salzlosung, wel- 
che eine zu 0,04 mol/1 NaCl aquivalente maximale lo- 
nenstarke hat, vorzugsweise hochstens etwa 15 °C von 
anhaftenden, negativ adsorbierten Verbindungen be- 
freit. Ein spezielles Beispiel fiir eine zum Aus- 
vaschen geeignete Salzlosung ist die erwahnte Tris- 
HCl-Puf f erlosung vom pH-Wert 8,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, 
mit RNP und anderen Substanzen beladene Anionenaus- 
tauscher wird nun mit einer Proteine nicht schadigen- 
den wa5rigen Salzlosung eluiert, welche eine groBer 
als 0,04 mol/1 NaCl ent sprechende lonenstarke und 
einen pH-Wert zwischen 4,0 und 10,0 hat. Vorzugsweise 
wird eine Salzlosung hoher lonenstarke mit einem pH- 
Wert von 5,0 bis 7,0 verwendet. Ein spezielles Bei- 
spiel fiir eine derartige Salzlosung ist eine 2,0 
mol/1 NaCl-Losung, welche mit 0,01 mol/1 Piperazin- 
HCl vom pH-Wert 6,5 gepuffert ist und welche 0,001 
mol/1 Cystein enthalt. 

Wird die Anionenaustauscherreakt ion als Chromatogra- 
phieverf ahren gestaltet, so kann die Elution der RNP 
und anderen Substanzen auch durch einen linearen 
NaCl-Konzentrationsgradienten erf olgen . 

Als Kationenaustauscher eignen sich fiir die Reinigung 
der Proteinf raktion beispielsweise mit Epichlorhydrin 
vernetzte Dextran- (Sephadex) oder Zellulosematrizen, 
an welche funktionelle Gruppen mit Kat ionenaustau- 
scherkapazitat gekoppelt sind. Sie konnen nach Ver- 
wendung durch Regeneration wiederholt gebraucht wer- 
den. Bevorzugt wird ein schwach saurer Kataionenaus- 
tauscher in der Na"*'-Form, wie CM-Sephadex C-50, ver- 
wendet, und die Behandlung bei einem pH-Wert von 4 
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bis 6 durchgefuhrt . Die Substanz f rakt ionen konnen zur 
Erleichterung der Einstellung der Beladungsgleichge- 
wichte vor der Behandlung mit dem Kat ionenaustauscher 
mit einer Proteine nicht schadigenden Salzlosung ver- 
dunnt werden, welche eine zu 0,04 mol NaCl/Liter 
aquivalente maximale lonenstarke hat. Sie kann 
gleichzeitig zur Einstellung des pH-Wertes dienen, 
Ein spezielles Beispiel fur eine derartige Salzlosung 
ist eine 0,001 mol/l Kaliumphosphat-Acetatpuf f erlo- 
sung mit einem Gehalt von 0,04 mol/l NaCl und einem 
pH-Wert von 4 bis 6. Diese Kat ionenaustauscherreak- 
tion kann sowohl als Chromatographieverf ahren als 
auch als technisch leicht handhabbares Eintopfverf ah- 
ren gestattet werden, 

Der Kationenaustauscher wird der Substanzf raktion in 
einer Menge zugesetzt, die ausreicht, urn die Protein- 
f raktion zu adsorbieren. Ublicherweise genugen dazu 
etwa 2 Volumenteile gequollener Ionenaustauscher pro 
Volumenteil Proteinf raktion . Sodann wird die liberste- 
hende Flussigkeit von dem mit den Substanzen belade- 
nen Kationenaustauscher, beispielsweise durch Dekan- 
tieren oder Zentrif ugieren , abgetrennt. Der beladene 
Kationenaustauscher wird durch Waschen mit Wasser 
Oder einer Salzlosung, welche eine in 0,04 mol/l NaCl 
aquivalente maximale lonenstarke hat, vorzugsweise 
bei einem pH-Wert von etwa 4 bis 6 und einer Tempera- 
tur von vorzugsweise hochstens etwa 15 °C von anhaf- 
tenden, nicht adsorbierten Verbindungen befreit. Ein 
spezielles Beispiel fur eine zum Auswaschen geeignete 
Salzlosung ist die erwahnte Kal iumphosphat-Acetat- 
Pufferlosung vom pH-Wert 5,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, 
mit den Substanzen beladene Kationenaustauscher wird 
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nun mit. einer Proteine und Nuk 1 e insauren nicht scha- 
digenden wafSrigen Salzlosung eluiert. Vorzugsweise 
wird hierzu eine Salzlosung hoher lonenstarke mit 
einem pH-Wert von etwa 4 bis 10 verwendet. Spezielle 
Beispiele fur derartige Salzlosungen sind eine wa/3- 
rige 0,5 mol/l Kaliumphosphatlosung vom pH-Wert 6,5 
bis 7,5 Oder eine 2 bis 5 mol/l Natr iumchlor idlosung 
vom gleichen pH-Wert. 

Fur die Chromatographie an Hydroxy lapat it werden mog- 
licherweise aus vorangegangenen Schritten vorhandene 
Salze, z.B. Ammoniumsulf at und vor alien Phosphate, 
vorzugsweise durch Dialyse oder Ultrafiltration an 
einer Hembran mit einer AuschluBgrenze von 500 Dal- 
tons, vor dem Aufbringen auf den Hydroxy lapat it ent- 
fernt. Abgesehen von der Viskositatserhohung durch 
Fremdzusatze ist aber fiir das Gelingen der Chromato- 
graphie an Hydroxylapatit lediglich die Phosphatkon- 
zentration der Proteinlosung kritisch. Die Eluierung 
der Substanzen erfolgt durch einen Kaliumphosphat- 
Konzentrat ionsgradienten ; der vorzugsweise linear 
ist. Die RNP enthaltenden Fraktionen werden gesammelt 
und in der nachstehend erwahnten Weise konzentriert . 

Die Verwendung von Hydoxy lapat it ist fiir die struk- 
turschonende Reingewinnung des metallhalt igen RNP von 
wesentlicher Bedeutung. Aus technischen und wirt- 
schaftlichen Griinden ist es aber mit erheblichen 
Schwier igkeiten verbunden , groBere Substanzvolumina 
an Hydroxylapatitsaulen zu chromatographieren . Einer- 
seits neigt namlich Hydroxylapatit bei groBeren Sub- 
stanzvolumina sehr stark zur Verstopfung und wird 
dadurch unbrauchbar. Andererseits ist Hydroxylapatit 
teuer, was seinem Einsatz in gro/3erem NaBstab entge- 
gensteht. Aus diesen Grunden ist es im erf indungsge- 
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ma5en Verfahren bevorzugt, aus den Substanzf raktio- 
nen, in denen die bioaktiven RNP als Spuren enthalten 
sind, bereits vor der Chromatographie an Hydroxylapa- 
tit einen GroBteil der begleitenden FreTudproteine 
durch geeignete Verf ahrensschritte abzutrennen und 
dadurch das Proteinvolumen , das auf die Hydroxylapa- 
titsaule aufgebracht werden mu/S, entscheidend zu ver- 
kleinern, 

Bei der Zonenprazipitationschromatographie (vgl. J. 
Porath, Nature, Bd. 196 (1962), S. 47-48) werden Pro- 
teinverunreinigungen der bioaktiven RNP durch Aus- 
salzf raktionierung der Proteine mittels eines Salz- 
konzentrat ionsgradienten abgetrennt , 

Grundprinzip der Prote intrennung mittels der Zonen- 
prazipitationschromatographie sind unterschiedliche , 
strukturgegebene reversible Loslichkeitseigenschaf ten 
der Proteine und RNP. Sie gehoren zu den empf indlich- 
sten molekularen Trennparametern und wurden haufig 
als Kriterium fiir den Nachweis der molekularen Ein- 
heitlichkeit eines Proteins verwendet. Dabei konnen 
Temperaturen und pH-Wert, Dimension der Saule, Art 
des Salzes, Form des Gradienten und Beladung der Sau- 
le in einem verhaltnismaBig breiten Bereich variiert 
werden . 

Die Temperatur bei der Zonenprazipitationschromato- 
graphie kann etwa 0 bis 4 0 °C betragen. Bevorzugt ist 
ein Temperaturbereich von etwa 0 bi s 10 insbe- 
sondere etwa 4 bis 6 °C. Der pH-Wert kann zwischen 
etwa 4 und 10 liegen; bevorzugt ist ein pH-Wert im 
Bereich von 6 bis 8, insbesondere etwa 7. Das Ver- 
haltnis von Lange: Durchmesser der verwendeten Saule 
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soil groBer als etwa 10 : 1 sein, bevorzugt ist ein 
Verhaltnis von 30 bis 100 : 1, insbesondere etwa 
50 : 1. Als Salze kommen alls Proteine und Nuklein- 
sauren nicht schadigenden Salze zur Ausfiihrung in 
Frage. Beispiele fiir solche Salze sind Natr iumkal ium- 
phosphat, Ammoniumsulf at und Natr iumsulf at . Bevorzugt 
wird Ammoniumsulf at verwendet. 

Der Salzkonzentrationsgradient kann jede beliebige 
Form haben, so lange die Aussalzpunkte der Proteine 
lauf streckenmaBig getrennt sind. Bevorzugt sind li- 
neare Konzentrat ionsgradienten , insbesondere ein an- 
steigender linearer Konzentrat ionsgradient von 25 bis 
100 % Ammoniumsulf atsattigung . Die Beladung der Saule 
betragt hochstens etwa 5 %, vorzugsweise etwa 1 %. 

Die Kreislauf - oder Kaskadenmolekularsiebf iltration 
kann unter den Bedingungen durchgefuhrt werden, die 
vorstehend fiir die anlaytische Molekularsiebf iltra- 
tion beschrieben sind. Es konnen die gleichen Moleku- 
larsiebe und die gleichen Sau lenbedingungen verwendet 
werden. Bevorzugt ist Sephadex G 50 bei einem Lange- 
Durchmesser-Verhaltnis der Saule von mindestens etwa 
50 : 1 und einer Beladung von hochstens etwa 3 % des 
Sauleninhaltes . Als Ldsungsmitte 1 und zur Eluierung 
werden vorzugsweise die bei der anlaytischen Moleku- 
larsiebf i Itration benutzten Ldsungsmitte 1 eingesetzt - 

Bei der Kreislaufmolekularsiebfi Itration wird das 
Eluat bei den festgelegten Separationsgrenzen im 
Kreislauf wieder in die gleiche Saule geleitet. Auf 
diese Weise wird die Laufstrecke der Molekule diffe- 
rentiell verlangert. Bei einer anderen Ausfuhungs- 
form, der Kaskadenmolekularsiebf iltration , wird das 
Eluat bei den festgelegten Separationsgrenzen auf 
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eine neue Saule mit gleichen oder ahnlich definierten 
Parametern geleitet , 

Zwischen den vorstehend erlauterten Reinigungsschrit- 
ten konnen die erhaltenen, bioaktive RNP-enthaltenden 
Substanzlosungen zu nachf olgenden Auf trennungen der 
Proteine/RNP von unerwlinschten Salzen gereinigt und 
konzentriert werden. Diese Konzentration (Abtrennen 
des Gro/3teils der waBrigen Salzlosung von den Sub- 
stanzen kann auf verschiedene Weise erfolgen* Bei- 
spielsweise konnen die bioaktiven RNP und die Be- 
gleitsubstanzen durch Ultrafiltration oder Entwasse- 
rungsdialyse an einer Membran mit der AusschluBgrenze 
500 Daltons oder durch Lyophilisieren konzentriert 
werden, Dazu kann auch eine Molekularsiebf iltration 
durch Wahl der entsprechenden mobilen Phase in iibli- 
cher Weise modifiziert angewendet werden. Bei den 
Molekularsiebf iltrationen wird der Substanz losung 
vorzugsweise etwa 0,4 mol/l Ammoniumsulf at zugesetzt, 
Irri Gegensatz zu hoheren Konzentrat ionen hat das Amino- 
niumsulfat in dieser Konzentration einen starken Ein- 
salzeffekt gegenuber Proteinen, Durch diese MaBnahmen 
werden demnach die Proteine wahrend der Molukular- 
siebf iltration in Losung gehalten. Ferner verhindert 
Ammoniumsulf at das bakterielle Wachstum und hemmt 
gewisse Enzyme. Dadurch tragt es zur Stabi 1 isierung 
der bioaktiven RNP bei, vor allein wenn die Chromato- 
graphie bei hoheren Temperaturen (uber etwa 20 °) und 
unter nicht sterilen Bedingungen durchgefiihrt wird. 

Die Temperatur und pH-Bedingungen sind bei der Durch- 
fiihrung der Reinigungsschr itte nicht besonders kri- 
tisch. Wenn die Erhaltung der nativen Konformation 
der Substanzen beabsichtigt ist, empfiehlt sich die 
Einhaltung einer Temperatur im Bereich von etwa 0 bis 
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8 °C, vorzugsweise erwa 0 bis 4 "^C. Ferner milssen die 
Trenn- und Reinigungsstuf en untier im wesentlichen 
physiologischen pH- und Salzbedingungen durchgefuhrt 
werden. Ein wesentlicher Vorteil des erf indungsgema- 
Ben Verfahrens besteht darin, da5 die Einhaltung die- 
ser Bedingungen erstmals leicht mdglich ist. Zur Oxi- 
dationsverhinderung wird die Substanz losung vorzugs- 
weise ferner mit etwa 0,001 mol/1 Cystein versetzt. 

Die erhaltenen bioaktiven RNP konnen in einer gepuf* 
ferten physiologischen Salzlosung, beispielsweise in 
0,0015 mol/l Natriumkaliumphosphatlosung , die 0,15 
mol/l (0,9 %) NaCl und 0,001 mol/l Cystein enthalt 
und einen pH-Wert von 7,4 aufweist, nach ublicher 
Filtersterilisation (0,2 {irn Porenweite) nativ und 
biologisch aktiv auch bei Raumtemperatur (fur minde- 
stens 200 Stunden) oder eingefroren bei -25 °C (fiir 
mindestens 5 Jahre) aufbewahrt werden. Diese Stabili- 
tat der bioaktiven RNP kann unter anderem als eines 
der Kriterien fiir ihren hochreinen Zustand angesehen 
werden. 

Die erf indungsgeinaSen RNP konnen auch unter Verwen- 
dung cheiuisch oder biologisch synthet is ierter Teilse- 
quenzen oder Teilen und homologen Sequenzen davon 
hergestellt werden. Bevorzugt ist, daB man die che- 
misch Oder biologisch synthetisierten Oligonukleotid- 
oder Antisensenukleotidsequenzen in vivo oder in vi- 
tro, welche die nach Anspruch 1 gegebenen Teilsequen- 
zen codieren, mit mindestens 6 Basen in der PCR-Reak- 
tion einsetzt oder die Antisense-BioprozeBtechnik 
einsetzt . 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. In den Bei- 
spielen wird die Gewinnung der RNP-Morphogene ausge- 
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hend von Leukozyten aus Schweineblut beschrieben. Die 
Erfindung ist jedoch nicht auf diese Ausf uhrungsf orm 
beschrankt. Es konnen auch Zellen des ret ikulo-endo- 
thelialen Systems bzw, Ent ziindungs- , Wundgewebe 
Oder -flussigkeit (Exsudat) anderer Sauger verwendet 
warden . 
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Beispjel 1 

Es wird die Herstellung von bioaktiven RNP aus einer 
Kulturlosung einer gemischten Leukozytenpopulat ion. 
und die Abtrennung des Monocyto-CuRNP von den ubrigen 
Bestandteilen der Kulturlosung erlautert. Samtliche 
Arbeitsschritte werden bei 0 bis 8 °C in Gegenwart 
von 0,001 mol/ Cystein durchgef uhrt , sofern nichts 
anderes angegeben ist. Die Zentr if ugat ionen erfolgen 
wie beschrieben, entweder einstufig oder zweistufig 
(als Durchf lu/^zentrif ugation) , 

50 kg (etwa lo'^) Leukozyten werden als gemischte 
Zellpopulation physiologischer Zusammenset zung aus 
10 000 Liter Schweineblut isoliert und in 20 Chargen 
zu 2,5 kg (etwa 5 x lO'- Zellen) unter sterilen Be- 
dingungen kultiviert. Als Kulturlosung wird z.B. das 
in Tabelle 1 aufgeflihrte Medium verwendet. Pro Charge 
werden 50 1 Kulturmedium eingesetzt. Die Kultur wird 
in GlasgefaBen ausgefuhrt. Die Zelldichte betragt an- 
fangs 10^ Zellen/ml. Die Kultur wird bei 37 °C in 
einer Atmosphare von 1 v/v % COn fur 4 0 Stunden auf- 
rechterhalten . Wahrend dieser Zeit wird die Zellsus- 
pension langsam geriihrt (60 U,p.M.) und mit sterilen, 
pyrogenf reien wassergewaschenen , bei etwa 500 °C in 
einem Quarzrohr hitzedekontaminierten , feinen (klei- 
ner als 1 mm) Luftblasen (etwa 5 1 Luft/Std.) durch- 
flutet. Zusatzlich zum Sauerstof f partialdruck wird 
der pH-Wert (7,1) und der D-Glucosespiegel gemessen 
und konstant gehalten. Durch den Gehalt des Kulturme- 
diums an einem polyvalenten Lektin (CON) werden die 
Zellen wahrend der Kultur stimuliert, Zahl, Differen- 
tial und morphologische Lebensf ahigkeit (Farbstoff- 
ausschluBtest) der Zellen werden laufend mit iiblichen 
Methoden der Hamatologie und Zellkulturtechnik be- 
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stimmt. Die funktionelle Lebensf ahigkeit der Zellen 
wird aufgrund ihrer Motilitat und St imulierbarkeit 
mit chemokinetischen und chemotakt ischen Proteinen 
gemessen. Mitosen werden durch Chroxnosomenzahlung 
bestimmt. Die morphologische Lebensf ahigkeit der Zel- 
len am Ende der biotechnischen Kultur ist > 85 %. Der 
gesamte Zellverlust (hauptsachl ich Granulozyten) wah- 
rend der Kultur liegt bei hochstens 20 %, was fiir 
primare Zellkulturen normal ist. 

Die Kultur wird durch Trennung der Zellen von der 
liberstehenden Losung durch 10 Minuten Zentrif ugieren 
bei 500 X g und 10 °C beendet. Die Zellen werden 
zweimal mit einer Salzlosung gewaschen, die 0,15 
mol/l NaCl und 0,0015 mol/1 Natr iumkaliumphosphat 
enthalt; und den pH-Wert 7,1 aufweist. Sie konnen 
anderweitig verwendet werden. 

Die Kulturlosung wird sodann bei 10 000 x g 1 Stunde 
lang bei 4 °C zur Entfernung von Schwebeteilchen er- 
neut zentrif ugiert . Die erhaltene klare Kulturlosung 
(zusammen 1000 1 mit einem Gehalt von etwa 1400 g 
Proteinen und anderen Makromolekiilen ) wird unmittel- 
bar der Aussalzf rakt ionierung mit Ammoniumsulf at un- 
terworf en . 

1. Schritt der Reiniaunq (Aussalzf raktionierunq) 

Die Kulturlosung wird mit 0,5 mol/1 Natr iumkalium- 
Phosphat-Puffer losung bis zu einer Endkonzentration 
von 0,1 mol/1 versetzt. Ferner wird festes L-Cystein 
bis zu einer Konzentrat ion von 0,001 mol/1 zugesetzt. 

Dann wird die Kulturlosung durch Zugabe von 199 g 
Ammoniumsulf at / 1 Losung auf eine Ammoniumsulf at-Sat- 
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tigungskonzentration von 35 % e ingesrellt . Wahrend 
der Zugabe vird der pH-Wert der Losung laufend kon- 
trolliert and durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 
gehalten, Ein Teil der Proteine fallt aus der Lbsung 
aus. Der Proteinniederschlag wird durch einstundiges 
Zentr if ugieren bei 10 000 x g vom geloste Substanzen 
enthaltenden Uberstand abgetrennt. Es wird die Pro- 
teinfraktion 1 als aminoniumsulf athaitiger Protein- 
schlamm erhalten, der etwa 100 g Protein enthalt. 

AnschlieBend wird die Kultur lbsung durch Zugabe von 
60 g Aminoniuinsulf at/ 1 Lbsung auf eine Ammoniumsulf at- 
Sattigungskonzentration von 45 % eingestellt, Wahrend 
der Zugabe wird der pH-Wert der Losung laufend kon- 
trolliert und durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 
gehalten. Ein weiterer Teil der Proteine fallt aus 
der Lbsung aus. Der Proteinniederschlag wird durch 
einstundiges Zentr if ugieren bei 10 000 x g vom gelo- 
ste Substanzen enthaltenden Uberstand abgetrennt. Es 
wird die Proteinrohf rakt ion 2 als ammoniumsulf athal- 
tiger Proteinschlamm erhalten, der etwa 60 g Protein 
enthalt. Die Proteinrohf rakt ion 2 kann ebenfalls ge- 
trennt und nach dem nachstehend angegebenen Verfahren 
zur Gewinnung ihrer Inhaltsstof f e auf gearbeitet wer- 
den . 

Sodann wird die Kulturlbsung durch Zugabe von 323 g 
Ammoniumsulf at/ 1 Lbsung auf eine Ammoniumsulf at-Sat- 
tigungskonzentration von 90 % eingestellt. Wahrend 
der Zugabe wird der pH-Wert der Lbsung laufend kon- 
trolliert und durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 
gehalten. Ein weiterer Teil der Proteine fallt aus 
der Lbsung aus. Der Proteinniederschlag wir durch 
einstundiges Zentr if ugieren bei 10 000 x g vom gelo- 
ste Substanzen enthaltenden Uberstand abgetrennt, Es 
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wird die Proteinrohf rakt ion 3 als ammoniumsulf athal- 
tiger Proteinschlamm erhalten, der etwa 1080 g Pro- 
tein enthalt. In dieser Fraction befindet sich auch 
der GroBteil des Serumalbumins . Die Proteinrohf rak- 
tion 3 wird ebenfalls nach dem nachstehend angegebe- 
nen Verfahren zur Gewinnung ihrer Inhaltsstof f e auf- 
gearbeitet- Der Uberstand 4 der Rohf rakt ion enthalt 
160 g Protein und andere Makromelekiile , In diesem 
Uberstand befinden sich bioaktive monozytare RNP . 

Der proteinhaltige Uberstand 4 wird rait dem gleichen 
Volumen Pufferlosung A (0,15 rnol/1 NaCl, 0,0015 mol/l 
Natriumkaliumphosphat , 0,001 troI/ L-Cystein; pH 7,4) 
auf einen AinTTioniumsulf at-Sattigungsgrad von 45 % und 
eine Phosphatkonzentration von 0,05 inol/l verdiinnt . 
Diese Losung wird iiber einer Membran mit der Aus- 
schluBgrenze 500 Daltons konzentriert . Die in der 
Losung enthaltenen Substanzen werden als Retentatlo- 
sung mit einem Volumen von 13 1 erhalten (etwa 100- 
fache Konzentr ierung) . 

Die Retentatlosung wird getrennt weiter gereinigt. 

Die Retentatlosung wird in der vorstehend erlauterten 
Weise gereinigt, wobei der praparativen Molekular- 
siebf iltration eine Anionenaustauscherchromatographie 
in der Reihenfolge voran gestellt wird. Au5erdem wird 
in der praparativen Molekularsiebf iltration und in 
der analytischen Kreislaufmolekularsiebf iltration 
anstelle von Ultrogel AcA eine mit Epichlorhydrin 
vernetzte Dextranmolekularsiebmatrix (Sephadex G-50) 
mit einer TeilchengroSe von 40 bis 120 bzw. 20 bis 80 
/Lim verwendet . 
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Bei der praparativen Molekularsiebf iltration warden 
die Separationsgrenzen auf 7 000 bis 3 000 Daltons 
eingestellt. Bei der Chromatographie an Hydroxylapa- 
tit werden RNP bei einer mittleren Phosphatkonzentra- 
tion von 0,001 mol/l - 1,0 mol/ eluiert. Bei der Zo- 
nenprazipitationschromatographie wird RNP in der Fro- 
ntverteilung eluiert. In der analytischen 
Kreislauf inolekularsiebf iltration wird das Eluat bei 
einer Separat ionsgrenze von 7 000 im Kreislauf ge- 
fiihrt . 

Es werden etwa 8 mg RNP mit einer Reinheit > 95 % 
erhalten . 

Beispiel 2 

3,5 kg (etwa 7 x 10^-) Monozyten, die aus Schweine- 
blut gewonnen wurden, werden unter den in Beispiel 1 
angegebenen Bedingungen kultiviert. Durch den Gehalt 
des Kulturmediums an einem polyvalenten Lektin (CON) 
werden die Zellen wahrend der Kultur stimuliert. 

Die in der Kulturlosung entstandenen RNP werden nach 
deiu in Beispiel 1 beschr iebenen Verfahren isoliert 
und in hochreinem Zustand gewonnen. Es werden ahnli- 
Che Ausbeuten wie in Beispiel 1 erreicht. 

Beispiel 3 

Es wird die Herstellung von bioaktiven RNP aus einem 
Entziindungsgewebe und die Abtrennung der darin ent- 
haltenen RNP von den iibrigen Bestandteilen des Gewe- 
bes beschrieben. Es werden 500 g inf arktiertes , ent- 
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ztindetes Her zxnuskelgewebe vom Hund verwendet. Das 
Herzmuskelgevebe wird bei 0-4 °C im Fleischwolf 
zerkleinert und mit dem dreifachen Volumen seines 
Gewichtes einer 0,05 mol/l Natr iumkaliumphosphat- 
Pufferlosung versetzt, welche 0,001 inol/l Cystein 
enthalt, pH 6,80. Die erhaltene Suspension wird mit 
einem Homogenisator (Ultraturax) homogenisiert . An- 
schlieBend wird der Uberstand, der die loslichen An- 
teile des Entzundungsgewebes enthalt, von den ungelo- 
sten Bestandteilen durch Zentr if ugieren bei 10 000 x 
g abgetrennt. Die Arbeiten werden bei einer Tempera- 
tur von 4 °C durchgef uhrt . Dann wird die erhaltene 
Losung 3 Stunden bei 100 000 x g zentr if ugiert . Die 
dabei erhaltene klare Losung wird von der oben auf- 
schwiinmenden Lipidschicht abgetrennt. 

Die erhaltene RNP enthaltende klare Losung wird nun 
geinaB Beispiel 1 einer f rakt ionierten Fallung mit 
AinTnoniuiBSulf at unterzogen. Die erhaltene konzentrier- 
te Retentatlosung wird gemaS Beispiel 1 auf die RNP 
auf gearbeitet . Es werden etwa 0,03 mg RNP Morphogen 
erhalten . 

Beispiel 4 

GemaB Beispiel 3 wird ein Homogenisat von 500 g Leu- 
kozyten hergestellt und in der dort angegebenen 
Pufferlosung suspendiert. Die Aufarbeitung auf die in 
den Leukozyten enthaltenen bioaktiven RNP erfolgt 
gemaB Beispiel 1. In den nicht unter Stimulierung 
kultivierten Leukozyten sind nur verhaltnisinaBig ge- 
ringe (etwa 1 %) Mengen von Monozyto-RNP enthalten. 
Die Ausbeuten betragen etwa 1 RNP. 
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Patentansprliche 

1, Bioaktives, metallhaltiges Ribonukleot idpoly- 
peptid 

dadurch gekennzeichnet , daB 

es folgende Teilsequenz der Nukleotide im RNA- 
Teil : 

AAAGAGAAAGCUGCUCCGAAGNCAG 

und folgende Sequenz von Aminosauren oder Teil- 
sequenz oder Derivat davon im Peptidteil 

NH2-TKLEDHLEGIINIFHQYSVRLG 
HYDTLIKRELKQLITKELPNTLKN 
TKDQGTIDKIFQNLDANQDEQVSF 
KEFVVLVTDVLITAHDNIHKE-COOH 

enthalt . 

2. Ribonukleotidpolypept id gemaB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, da5 es mindestens ein 
Metallion im RNP-Komplex enthalt. 

3 . Ribonukleotidpolypeptid gemaB Anspruch 
1 Oder 2 , 
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dadurch gekennzeichnet , da5 es mindestens eine 
modif izierte Base im RNA-Teil enthalt, von denen 
eine durch Isoguanosin reprasent iert wird. 

4. Ribonukleotidpolypeptid gemaS einein der 
Anspriiche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet , daB die Molekularmasse 
des nativen RNP etwa 40.000 Dalton betragt, 

5. Verfahren zur Herstellung der bioaktiven RNP 
nach einein der Anspriiche 1 bis A, 

dadurch gekennzeichnet , daB man Zellen, Gewebe, 
biologische Flussigkeiten , Exsudate, Blut, Leu- 
kozyten, Entzundungsgewebe , Hybridome, genbiolo- 
gische Rekombinanten , Leukozyten oder Entzlin- 
dungsgewebe und Teile davon einzeln oder gemein- 
sam homogenisiert , lysiert oder diese kultiviert 
und die entstandenen bioaktiven RNP aus den Ho- 
mogenaten, Lysaten oder der uberstehenden Kul- 
tur losung gewinnt . 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB man eine gemischte Populationen von 
Zellen oder Gewebeteilen des Ret iculo-Endothe- 
lialen Systems oder der Abwehrzellen kultiviert. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet , daB man die Leukozyten 
in einem vollsynthetischen , serumfreien Zellkul- 
turmedium kultiviert . 

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, 

dadurch gekennzeichnet, daB man wahrend der Kul- 
tur die Leukozyten durch Mitogene stimuliert. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 97/04007 




PCT/DE96/01337 



42 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 

dadurch gekennzeichnet , daB man zur Anregung der 
Leukozyten ein polyvalentes Mitogen Oder Endoto- 
xin-Mitogen zusetzt Oder eine Immunreakt ion an 
der Zelloberf lache auslost. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, daB man die Leukozyten 
durch Zusatz eines Lektins anregt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 

dadurch gekennzeichnet, da3 man ein Lektin aus 
Canavalia ensiformis (Concanavalin A, (CON)) 
verwendet . 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Kultur der 
Leukozyten in einem Zellkulturmedium mit der in 
Tabelle 1 angegebenen Zusammenset zung durch- 
fiihrt, das Serumalbuimin als einziges Protein 
enthalt . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, da5 man die Kultur der 
Leukozyten etwa 40 Stunden bei etwa 37 °C und 
einer Konzentrat ion bis zu etwa lo"^ bis 10^ Zel- 
len/ml Kulturlosung unter einem C02-Part ialdruck 
von etwa 1 % und unter ausreichender Sauerstoff- 
zufuhr fur die Kultur durchfuhrt. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB man aus Homogenaten, 
Lysaten oder Zellkultur losungen nach der Beendi- 
gung der Kultur durch Abtrennen der Zellen und/- 
oder Gewebeteile, die in den Losungen enthalte- 
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nen Substanzen durch Dialyse, Ultrafiltration, 
Aussalzen aus der Losung, und den in der gesat- 
tigten Salzlosung loslichen Substanzanteil durch 
Konzentr ieren dieser Losung gewinnt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 

dadurch gekennzeichnet , da5 man Ammoniumsulf at 
zum Aussalzen verwendet . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 

dadurch gekennzeichnet , daB man die Axnmoniumsul- 
f atkonzentrat ion der Losung stufenweise erhoht, 
nach jedem Ammoniunisulf atzusatz die ausgefalle- 
nen Substanzen abtrennt und damit mehrere Roh- 
fraktionen mit abgestufter Loslichkeit bei ver- 
schiedener Ammoniumsulf atkonzentrat ion gewinnt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 

dadurch gekennzeichnet , daiS man die Ammoniumsul- 
f atkonzentration der Losung stufenweise auf 35%, 
45% und 90% Sattigung einstellt. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet , daB man die Losung des 
Homogenats oder Lysats oder den Uberstand der 
Aussalzf allung nach dem Abtrennen des Substanz- 
niederschlags durch Ultrafiltration oder Dialyse 
konzentr iert . 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet , daB man die durch stu- 
fenweise Aussalzung gewonnenen Rohf raktionen und 
den konzentrierten Uberstand der Aussalzf allung 
getrennt auf bioaktive RNP aufarbeitet. 
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20. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet , da3 man die Aufarbeitung 
der Rohf raktionen und die Gewinnung der bioakti- 
ven RNP durch praparative und analytische Mole- 
kularsiebf iltration, Anionen- und Kationenaus- 
tauscherchromatographie bzw . -eintopf adsorp- 
tionsverf ahren, Chromatographie an Hydroxy lapa- 
tit , Zonenpraz ipitationschromatographie und/oder 
Kreislauf- oder Kaskadenmolekularsiebf iltrat ion 
in normaler oder HPLC Ausfiihrung durchfuhrt, 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 

dadurch gekennzeichnet , da5 man mindestens Ewei 
der genannten Reinigungsschr itte nacheinander 
durchfuhrt . 

22. Verfahren nach Anspruch 20, 

dadurch gekennzeichnet , daB man mindestens drei 
der genannten Re inigungsschr itte hintereinander 
durchfuhrt . 

23. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet , da5 man zur Gewinnung 
eines monocytaren RNP eine gemischte Leukozyten- 
population oder nur Monozyten kultiviert, vah- 
rend der Kultur die Zellen durch CON stimuliert, 
die Kulturlosung nach Beendigung der Kultur mit 
Ammoniumsulf at bis zu einer Sattigung von 90 % 
versetzt, die ausgef allenen Proteine von dem 
ammoniumsulf athaltigen Uberstand abtrennt, den 
iiberstand konzentr iert , durch praparative Mole- 
kularsiebf iltration , einen Anionenaustauscher- 
chromatographie-Schritt , einen Kationenaustau- 
scherchromatographie-Schritt , eine Chromatogra- 
phie an Hydroxylapatit , eine Zonenprazipita- 
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tionschroTuatographie und eine Kaskadenmolekular- 
siebf iltration reinigt und nach Abtrennung der 
begleitenden Fremdsubstanzen im Eluat der Kaska- 
denmolekularsiebf iltration in hochgereinigter 
Form gewinnt . 

24. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet , daB man zur Gewinnung 
eines leukozytaren RNP eine gemischte Leukozy- 
tenpopulation oder nur Granulozyten kultiviert, 
gegebenenf alls wahrend der Kultur die Zellen 
durch CON stimuliert, die Kulturlosung nach Be- 
endigung der Kultur mit Ammoniumsulf at bis zu 
einer Sattigung von 35 % versetzt, die ausgefal- 
lenen Proteine von dem ammoniumsulf athalt igen 
Uberstand abtrennt, wieder auflost und durch 
einen Anionenaustauscherchromatographieschritt , 
eine praparative Molekularsiebf iltration , eine 
Kationenaustauscherchromatographie-Schritt , eine 
Chromatographie an Hydroxy lapatit , eine Zonen- 
prazipitationschromatographie und eine Kaskaden- 
molekularsiebf iltration reinigt und nach Abtren- 
nung der begleitenden Fremdproteine das leukozy- 
tare RNP im Eluat der Kaskadenmolekularsiebf il- 
tration in hochgereinigter Form gewinnt. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 und 
14 bis 24, 

dadurch gekennzeichnet , daiS man statt der Kul- 
turlosung der Leukozyten den loslichen Anteil 
eines Leukozyten- bzw. Entziindungsgewebe-Homoge- 
nats aus naturlicher oder rekombinanter Zellform 
verwendet . 
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26. Verfahren zur Herstellung der bioaktiven RNP 
nach einen der Anspruche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet , daB man die chemisch 
und/oder molekularbioiogisch sythetis ierten Se- 
quenzen oder Telle und homologen Sequenzen davon 
zur Herstellung verwendet . 

27 . Verfahren nach Anspruch 2 6 , 

dadurch gekennzeichnet , daB man die chemisch 
und/oder biologisch synthetisierten Oliognucleo- 
tid- Oder Ant isensenucleotidsequenzen in vivo 
und in vitro, velche die nach Anspruch 1 gegebe- 
nen Teilsequenzen codieren, mit mindestens 6 Ba- 
sen (Oder Teilen und homologen Sequenzen davon) 
dieser Strukturen durch in vitro- oder vivo-Me- 
thoden, insbesondere durch die Polymeraseketten- 
reaktion ("PGR, Polymerase Chain Reaction") 
und/oder die Ant isense-BioprozeBtechnik zur Her- 
stellung einzeln oder zusammen verwendet. 

28. Arzneimittel zur spezifischen Beeinf lussung der 
Blutgef aBbi Idung ( Angiomorphogenese ) und des 
vaskularen Zustandes eines Gewebes des Korpers 
von Saugern, gekennzeichnet durch einen Gehalt 
an mindestens einem RNP nach Anspruch 1 bis 4 
und/oder molekularbiologischen Aquivalenzstruk- 
turen und/oder Teilen und/oder Derivaten davon 
und iibliche Trager-, Hilfs- und Zusatzstof f e . 

29. Arzneimittel zur spezifischen Beeinf lussung und- 
/oder Diagnostik bzw. Analytik der Angiomorpho- 
genese und des vaskularen Zustandes eines Gewe- 
bes des Korpers von Saugern, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an mindestens einem anti-RNP- 
Immunoglobulin und / oder molekularbiologischer 
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Aquivalenzstrukturen und/oder Teilen und/oder 
Derivaten davon. 

30. Verwendung mindestens eines RNP nach einem der 
Anspriiche 1 bis 4 und/oder Tnolekularbiologsicher 
Aquivalenzstrukturen und/oder Teilen und/oder 
Derivaten davon zur spezifischen Beeinf lussung 
und/oder Diagnostik bzw. Analytik der Angiogene- 
se und des vaskularen Zustandes eines Gewebes 
des Korpers von Saugern. 

31, Verwendung von mindestens einem Anti-RNP- 
Immunoglobulin und/oder molekularbiologischer 
Aquivalenzstrukturen und/oder Teilen und/oder 
Derivaten davon zur spezifischen Beeinf lussung 
und/oder Diagnostik bzw, Analytik der Angioge- 
nese und des vaskularen Zustandes eines Gewebes 
des Korpers von Saugern. 

32- Arznei- und Hilfsmittel zur Ubertragung ("shutt- 
le") genetischer Information in Zellen, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an mindestens einem 
RNP nach einem der Anspriiche 1 bis 4 und/oder 
Teilen und/oder Derivaten davon, 

33. Arznei- und Hilfsmittel zur selektiven Verande- 
rung des Nukleinsauregehaltes von Zellen, ge- 
kennzeichnet durch einen Gehalt an mindestens 
einem RNP nach einem Anspriiche 1 bis 4 und/oder 
Teilen und/oder Derivaten davon. 
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(57) Abstract 



Bioactive copper-, zinc- or calcium-containing ribonucleopolypeptides (RNP) are disclosed. They are non-mitogenic morphogenetic 
agents for blood vessels and have a defined primary structure for intercellular communication containing genetic information. Zn/Ca/Cu- 
RNP may enzymatically hydrolyse nucleic acids in a controlled manner (controlled nuclease activity) and their bioactivity may be mutually 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft bioaktive kupfer-, zink- oder calciumhaltige Ribonukleopoiypeptide (RNP). Diese sind nichtmitogene 
Morphogene fQr BlutgefaJk von definierter Primarstruktur zur interzellularen Kommunikation mit genetischer Information, Zn/Ca/Cu- 
RNP ktJnnen enzymatisch Nukleinsauren reguliert hydrolysieren (regulierte Nukleaseaktivitat) und Uber Zn/Ca/Cu-Metallionengehalte 
als "moiekulare Schalter" in ihrer gegenseitigen Bioaktivitat moduliert und reguliert werden. Die Verbindungen regen selektiv das 
Richtungswachstum bzw. die Morphogenese von BlutgefUBen in vivo und in vitro an und fuhren zu einer Neovaskularisicrung von 
Geweben. Die Erfindung betrifft fcmer ein Verfahren zur Herstellung und Gcwinnung der RNP sowie ihre Verwcndung und Arzneimittel. 
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19 January 1987 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 16813, 
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BIOCHEM. ENG., [INT. CONGR.] (1987), 
MEETING DATE 1986, 385-91. EDITOR(S): 
CHMIEL, HORST;HAMMES, WALTER P.; BAILEY, 
JAMES EDWIN. PUBLISHER: FISCHER, 
STUTTGART, FED. REP. GER. CODEN: 56JEAS, 

1987, XP000614120 
WISSLER, J. H. ET AL: 'An endogenous 
bioactive metal lo-n'bonucleo-polypeptide: 
a copper-containing monocytic blood vessel 
morphogen as novel type of wound -hormone" 
siehe Seite 389, Absatz 2 - Seite 390, 
Absatz 1; Abbildungen 1,2; Tabelle 1 
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19.Januar 1987 

Columbus, Ohio, US; 
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WISSLER, J. H. ET AL: "Structure and 
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in vivo and in vitro: a copper-containing 
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